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本研究計画は､胎生期及び成長期のラットの軟骨と骨を研究対象とし､細胞外
基質タンパクの軟骨細胞及び骨芽細胞の分化に与える影響について検討するこ
とを目的とした｡軟骨の分化については､特に細胞の肥大化と基質の石灰化の
過程におけるⅩ型コラーゲンと工工型コラーゲンの動態を気管軟骨と腰骨の成
長板軟骨との間で免疫組織学的に比較検討した｡また骨については､胎生期の
下顎で間葉細胞が集合し骨芽細胞へ分化する過程における工型コラーゲン､フ
イブロネクチン､テネイシン､オステオネクチン､オステオボンテン､骨シア
ロタンパク質､及びオステオカルシン等の細胞外基質タンパクの発現を免疫組
織学的に検討した｡
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(1)軟骨細胞の分化に関する研究
出生直後､生後4､ 8及び1 0週齢のwistar系ラットの気管軟骨と出生直後
の腰骨の成長板軟骨を用いて､軟骨細胞の肥大化と基質の石灰化の過程におけ
るⅩ型コラーゲンと工工型コラーゲンの動態に関して､免疫組織学的に検討を行
った｡成果については､既に学術論文としてAnatomy and Embryolo9y
(1998) 197:399-403の誌上に発表済みのため､論文の別刷りを添付する｡
(2)骨芽細胞の分化に関する研究
(目的)本研究計画はラット胎児の下顎を材料として､間葉細胞が集合し骨芽細
胞に分化する過程における細胞外基質タンパクの発現を免疫組織学的に検討し､
細胞外基質の動態が骨芽細胞の分化にどのように関与するのかについて検討す
ることを目的とした｡
(方法)胎生12､ 13､ 14､ 15､ 16､ 17､ 18及び19日齢のwistar
系ラット胎児の下顎を観察の対象として､骨形成過程に伴う細胞外基質タンパク
の動態を免疫組織学的に検索した｡胎児を固定後パラフィンに包埋し､連続切片
を作り隣接の切片に工型コラーゲン､フイブロネクテン､テネイシン､オステ
オネクテン､オステオポンチン､骨シアロタンパク質､及びオステオカルシンに
対する抗体を用いた免疫染色を施した｡また､他の隣接切片にアルシアン･ブル
ー染色とvonKossa染色を行い､プロテオグリカンの動態と骨基質の石灰化の
程度を検討した｡なお､抗体の特異性に関してはwestern Blottingを用いて
確認した｡
(結果)胎生1 4日齢の胎児においては､将来の骨形成領域に相当する部位に間
葉細胞の集合が見られたが､骨の基質は形成されていなかった｡細胞集合の領域
にはテネイシンとフイブロネクチンが局在していた｡胎生1 5日齢においては骨
の未熟な基質が見られ､基質中にはテネイシンやフイブロネクテンの他に工型
コラーゲン､オステオネクチン及びプロテオグリカンの存在が認められた(図
1)｡また､胎生1 6日齢では骨基質が石灰化を示し､オステオポンチン､骨シ
アロタンパク質及びオステオカルシンの存在が認められ(図2)､胎児の成長に
伴いこれらの骨タンバク含む基質が広範に形成された(図3)｡一方､骨基質に
おけるフイブロネクテンは骨の成熟に伴い減少する傾向を示した｡
(考察及び今後の研究の展開)骨芽細胞の発生と分化に伴い､細胞外では時期
特異的に特徴的な基質タンパクが発現され集積されることが示された｡また､
未熟な骨基質に多く含まれるフイブロネクテン等は骨の成熟に伴い減少するこ
とが示唆された｡骨芽細胞が種々の基質タンパクを形成し細胞外に集積する一
方で､ある種の基質タンパクを分解し､石灰化を含めた骨基質の成熟を進行さ
せる可能性が考えられる｡今後は骨芽細胞の分化に伴う細胞外基質タンパクの
遺伝子発現が骨の成熟に伴ってどのような動態を示すのかについて､ in situ
hybridizationを用いて検討する計画である｡
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図1｡胎生15日齢ラットの下顎｡ (a) Yon xossa -へマトキシリン･エオ
ジン染色｡石灰化していない未熟な骨基質(*)の形成が見られた｡ (b)アル
シアン･ブルー染色｡未熟な骨基質(*)は陽性に染色され､プロテオグリカ
ンを含むことが示されたo (C)-(f) Z型コラーゲン(C)､フイブロネクチン(dト
テネイシン(e)､オステオネクチン(f)に対する免疫染色｡未熟な骨基質(*)
に反応が見られ､これらの細胞外基質タンパクが含まれることが示された｡
写真の拡大率はすべて1 1 0倍｡
★図20胎生16日齢ラットの下顎｡ (a) Yon Kossa -へマトキシリン･エオ
ジン染色｡骨基質(*)の石灰化が見られた｡ (b)アルシアン･ブルー染色｡
石灰化した骨基質(*)は陽性に染色され､プロテオグリカンを含むことが示
されたo (C)-(f) =型コラーゲン(C)､フイブロネクテン(d)､オステオネク
チン(e)､骨シアロタンパク質(f)に対する免疫染色｡石灰化した骨基質(*)
に反応が見られた｡骨シアロタンパク質は骨基質の石灰化に伴い発現された｡
写真の拡大率はすべて1 1 0倍｡
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図3｡胎生18日齢ラットの下顎｡ (a) Yon xossa -へマトキシリン･エオ
ジン染色｡石灰化した骨基質(*)が広範に形成された｡ (b)アルシアン･ブ
ルー染色｡石灰化した骨基質(*)は陽性に染色され､プロテオグリカンを含
むことが示された｡ (C)-(f)工型コラーゲン(C)､フイブロネクチン(d)､オ
ステオネクチン(e)､骨シアロタンパク質(f)に対する免疫染色｡石灰化した
骨基質(*)に反応が見られた｡フイブロネクチンは骨の成熟に伴い減少する
傾向を示した｡
写真の拡大率はすべて1 1 0倍｡
? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
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